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Resumo 
 
A Malária é uma doença infecciosa causada por um protozoário parasita do género 
Plasmodium e é transmitida pela fêmea do mosquito Anopheles. A mais importante das cinco 
espécies de Plasmodium, responsáveis pela malária humana, é o Plasmodium falciparum. 
Cerca de 300 milhões de casos clínicos ocorrem todos os anos, resultando em 
aproximadamente dois milhões de mortes, na sua maioria na África Subsariana. Cerca de 
40% da população mundial está em risco e não se sabe como é que as alterações climáticas 
podem afectar esta distribuição. O parasita tem um ciclo de vida complexo iniciando-se no 
homem, com a invasão dos hepatócitos seguida de invasão dos eritrócitos (RBC). Esta 
última, consiste em vários ciclos de invasão e ruptura dos RBCs, e corresponde à fase 
sintomática da doença. Não existe vacina eficaz contra a malária e os testes de diagnóstico 
rápido são uma componente crucial na estratégia de controlo da malária e vigilância 
epidemiológica da malária. 
A imunização com antigénios da fase eritrocitária, principalmente antigénios de 
merozoítos, tem-se mostrado protectora em vários modelos animais e com algum efeito 
protector em seres humanos. Estudos em humanos e em modelos animais têm demonstrado 
que a resposta imunitária dirigida a antigénios da fase eritrocitária pode ser protectora e 
facilitar o controlo da infecção. Sabe-se que em regiões endémicas a imunidade natural 
adquirida contra P. falciparum é mediada por anticorpos do tipo IgG. Apesar da importância 
global do P. falciparum, a grande maioria das suas proteínas ainda não foram caracterizadas 
experimentalmente.   
Assim sendo, o principal objectivo do presente estudo é avaliar a reactividade 
serológica de amostras de soros de indivíduos potencialmente expostos a Plasmodium 
falciparum, a maioria oriundos de países africanos, frente a antigénios nativos do parasita e 
posterior identificação das principais proteínas imunogénicas. 
 De forma atingir os objectivos propostos, inicialmente, procedeu-se ao cultivo do 
Plasmodium falciparum (3D7) num sistema de cultura in vitro de RBCs, seguindo-se da 
extracção das proteínas nativas totais do parasita e a sua quantificação pelo método de 
Bradford. Através de ensaios imunoenzimáticos (ELISA) distinguiu-se a população negativa 
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da positiva, frente a um grupo controlo (soros de pacientes saudáveis de Portugal, que nunca 
estiveram em zonas de malária endémica). Os soros que apresentaram maior reactividade por 
ELISA foram analisados por Western Blot. A análise dos perfis de Western Blot demonstrou 
um padrão consistente no que diz respeito à imunoreactividade de antigénios com massas 
moleculares na faixa 30 a 60 kDa.  
Observou-se que a imunoreactividade dos soros dos pacientes potencialmente 
expostos a Plasmodium falciparum corresponde à imunogenicidade de alguns antigénios 
predominantes em extractos de proteínas totais dos parasitas. 
 As proteínas identificadas neste estudo podem ser o ponto de partida para estudos 
mais detalhados no que diz respeito a estratégias de controlo e prevenção da doença. 
 
Palavras-chave: Malária, Plasmodium falciparum; anticorpos anti-P. falciparum, ELISA; 
Western Blot. 
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Abstract 
 
Malaria is an infectious disease caused by a protozoan of the genus Plasmodium and 
is transmitted by the female of the Anopheles mosquito. Plasmodium falciparum is the most 
important of the five species of Plasmodium, responsible for human malaria. About 300 
million clinical cases occur each year, resulting in approximately two million deaths, mostly 
in the Sub-Saharan Africa. About 40% of the world population is at risk and it is unclear how 
climate changes may affect this distribution. The parasite has a complex life cycle, starting in 
the man with the invasion of hepatocytes followed by invasion of erythrocytes (RBC). The 
latter consists of several cycles of invasion and rupture of RBCs, corresponding to the 
symptomatic phase of the disease. There is no effective vaccine against malaria, and rapid 
and efficient diagnostic tests are crucial components in the strategy of malaria control and 
epidemiological surveillance of the disease. 
Immunization with antigens of the erythrocytic phase, particularly antigens from 
merozoites, has been shown to be protective in various animal models and to have some 
protective effect in humans. Studies in human and animal models have shown that the 
immune response directed to erythrocytic stage antigens may be protective and facilitate the 
control of infection. It is known that in endemic areas naturally acquired immunity against P. 
falciparum is mediated by IgG antibodies. Despite the global importance of P. falciparum, 
the vast majority of its proteins have not yet been experimentally characterized. 
Therefore, the main objective of this study is to evaluate the serological reactivity of 
serum samples from individuals, mainly from African countries, who have potentially been 
exposed to P. falciparum, compared to native parasite antigens and subsequent identification 
of major immunogenic proteins. 
In order to achieve the proposed objectives, we initially cultivated the parasite P. 
falciparum (3D7) in an in vitro system of RBCs, followed by the extraction of total native 
proteins from the parasite and its quantification by the Bradford method. We have also used 
enzyme immunoassays (ELISA) to distinguish a negative from a positive population, 
compared to a control group of healthy individuals (n = 23) from Portugal, who have never 
been in areas which are endemic to malaria. Sera displaying greater reactivity to anti-
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P.falciparum antibodies by ELISA were analyzed by Western blotting. The analysis of the 
Western blot profiles demonstrated a consistent pattern with respect to the immunoreactivity 
of antigens with molecular masses ranging from 30 to 60 kDa. 
It was observed that the immunoreactivity of the sera of patients potentially exposed 
to P. falciparum corresponds to some of the antigens prevalent in total protein extracts from 
parasites. 
The proteins identified in this study may be the starting point for more detailed 
studies regarding control strategies and disease prevention. 
Keywords: Malaria, Plasmodium falciparum; antibodies anti-P.falciparum, ELISA, Western 
blot. 
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1. Introdução 
 
Os agentes infecciosos, tais como, bactérias, fungos, vírus e parasitas são a 
causa de grande parte da mortalidade e morbilidade no mundo. A organização mundial 
de saúde (OMS) estabeleceu em 2004 que as doenças infecciosas e parasitárias são a 
segunda causa de morte no mundo [1] (Figura 1).  
A malária é a quarta causa de morte por doenças infecciosas em todo o mundo, 
depois das doenças diarreicas, HIV/AIDS e tuberculose. Segundo o Relatório Mundial 
da Malária, a malária é prevalente em 108 países do mundo, o que faz com que mais de 
40% da população mundial esteja em risco de contrair a doença [2]. 
 
Figura 1: As dez principais causas de mortes e as dez principais causas de morte por doenças 
infecciosas e parasitárias de acordo com a OMS em 2004. Adaptado de [1].  
 
1.1. Malária 
Malária ou paludismo é uma doença infecciosa causada por um parasita 
protozoário do género Plasmodium, família Plasmodiidae, filo Apicomplexa, que 
infecta um hospedeiro vertebrado e um hospedeiro invertebrado.  
O termo malária é de origem italiana ‘mal’aria’, que significa „mau ar‟, da 
associação inicial da doença com áreas pantanosas [3, 4]. A designação paludismo 
surgiu no século XIX a partir da forma latinizada de paul, palude, com o sufixo –ismo 
[5].  
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Existem mais de 200 espécies de parasitas pertencentes ao género Plasmodium 
que podem infectar inúmeras espécies animais como répteis, pássaros e vários 
mamíferos, mas apenas cinco destas espécies, causam a doença em humanos, são elas, 
Plasmodium vivax, P. falciparum, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi [6,7]. As cinco 
espécies diferem em vários aspectos: (1) morfológicos, (2) imunológicos, (3) 
distribuição geográfica, (4) padrões de ocorrência, (5) clínica e também (6) na resposta 
aos fármacos antimaláricos.  
A forma mais severa de malária humana é causada pelo P. falciparum, é a 
principal causa de morte em crianças com idades inferiores a cinco anos de idade, 
especialmente na África Subsariana. A malária menos comum é causada pelo P. ovale, 
que é restrita ao oeste de África, enquanto que o P. malariae é encontrado em todo o 
mundo, mas também tem baixa frequência. O parasita da malária mais comum em todo 
o mundo é o P. vivax, mas as infecções causadas por esta espécie de Plasmodium 
raramente são fatais. Embora haja sobreposição, P. falciparum é o mais comum na 
África e P.vivax é mais comum no subcontinente indiano e na América Central e do Sul 
[8]. Sendo assim, a malária afecta cerca de 108 países do mundo, entre eles, África, 
Amazónia, América central e do sul, o sul, o centro e sudeste asiático, e o pacífico 
(Figura 2). Cerca de 300 milhões de casos clínicos ocorrem todos os anos, resultando 
em aproximadamente 2,7 milhões de mortes, na sua maioria na África Subsariana. 
A malária é transmitida ao homem através da picada da fêmea do mosquito do 
género Anopheles. Das cerca de 400 espécies de Anopheles que existem em todo o 
mundo, cerca de 60 são vectores da malária, sob condições naturais, 30 das quais são de 
maior importância [3]. Apenas este género de mosquitos é capaz de transmitir malária, 
sendo estes infectados através de um prévio repasto sanguíneo num indivíduo infectado. 
Em 1900, a maior parte (>80%) da superfície terrestre era atingida pela malária, 
à excepção das regiões polares e sub-polares [9].  
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Figura 2: Mapa da distribuição da malária no mundo. Adaptado de [8].  
 
Há mais de 50 mil anos que os seres humanos são infectados com malária e 
devido à característica de febre intermitente, permitiu identificar a sua presença em 
escritos chineses e egípcios que remontam ao ano 3 mil a.C.  
Em Portugal, até ao início do século XX houve malária transmitida por 
Anopheles que se multiplicavam em pântanos. No entanto, nunca houve uma situação 
catastrófica como a actual em África, porque o clima frio nunca permitiu a 
multiplicação suficiente do número de mosquitos.  
Na América do Sul, os nativos (índios) dos Andes usavam a casca da árvore da 
cinchona para tratar a malária, assim como os Chineses já usavam a planta artemísia 
(um “novo” fármaco antimalárico revolucionário “descoberto” só recentemente). Em 
1640, o espanhol Huan del Vego usou a tintura da casca da cinchona para tratar com 
sucesso malária. No entanto, só em 1820 os francesses Pierre Pelletier e Joseph 
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Caventou isolaram, da casca da cinchona, com sucesso a quinina, o princípio activo 
antimalárico [10].  
Foi no final do século XIX, em 1880, que Charles Louis Alphonse Laveran, um 
cirurgião do exército francês, observou e descobriu os parasitas causadores da malária 
no sangue de um paciente, tendo recebido pela sua descoberta o Prémio Nobel da 
Fisiologia e Medicina em 1907 [3]. Em 1886, Camillo Golgi, um neurofisiologista 
italiano, prémio Nobel em 1906, estabeleceu a existência de pelo menos duas formas da 
doença, uma com periodicidade terçã (febre a cada dois dias) e uma com periodicidade 
quaternária (febre a cada três dias). Camillo Golgi também observou que a febre 
coincidia com a ruptura e a libertação dos merozoítos (novos parasitas produzidos) dos 
eritrócitos na corrente sanguínea. Em 1897, Dr. Ronald Ross, um oficial médico 
britânico em Hyderabad, na Índia, descobriu que a malária é transmitida por mosquitos 
[3]. Posteriormente, o professor italiano Giovanni Battista Grassi mostrou que a malária 
humana só poderia ser transmitida por mosquitos Anopheles [3].  
Apesar da malária ter sido erradicada da Europa nos anos setenta [11], a malária 
importada é um problema crescente em muitos países ocidentais. O número de casos 
deve-se não só ao número cada vez maior de turistas que viajam para áreas endémicas, 
como também ao crescimento da população de imigrantes provenientes desses países.  
Por ano, aproximadamente 125 milhões de viajantes internacionais visitam áreas 
endémicas e cerca de 30.000 contraem malária [12,13]. Em Portugal, estima-se a 
ocorrência de 80 casos por ano [14], embora não haja dados recentes publicados.  
A maioria de casos de malária em turistas ocorre por profilaxia inadequada ou 
mesmo ausência de profilaxia, aliado a uma má prevenção das picadas de mosquito 
[13]. 
A demora no diagnóstico e tratamento da doença estão associados a um aumento 
da morbilidade e da mortalidade [15,16]. Uma vez que 90% dos viajantes que contraem 
malária apenas ficam assintomáticos após regressar ao país de origem, o 
reconhecimento da doença e o tratamento adequado estão dependentes da preparação 
dos médicos e laboratórios de países não endémicos [16]. 
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1.2. Ciclo de Vida e Biologia Parasitária 
O género Plasmodium foi definido baseado no ciclo de vida do parasita (Figura 
3), com uma fase de reprodução sexuada seguida por três fases de multiplicação 
assexuada.  
 
Figura 3: Ciclo de vida do P. falciparum. O ciclo de vida do P. falciparum em humanos inclui 
a fase pré-eritrocitária, na qual se dá o início da infecção; a fase eritrocitária, a que causa a 
doença; a fase gametocítica, a qual infecta os mosquitos com o parasita. Retirado de [20]. 
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O ciclo de vida do parasita é bastante complexo e requer a expressão de 
proteínas especializadas para a sua sobrevivência, tanto no hospedeiro invertebrado 
como no hospedeiro vertebrado, neste caso o homem. Estas proteínas são requeridas 
para a sobrevivência intracelular e extracelular do parasita, para a invasão de uma 
variedade de tipos de células e para a evasão de respostas protectoras por parte do 
hospedeiro [3]. 
Os esporozoítos são transmitidos ao homem pela picada da fêmea do mosquito 
do género Anopheles, que são inoculados na derme e não directamente na corrente 
sanguínea [3,17]. Utilizando a sua motilidade, alguns esporozoítos invadem os capilares 
sanguíneos da derme e outros invadem os vasos linfáticos, que acabam por ficar retidos 
no nódulos linfáticos e fagocitados pelas células dendríticas [18,19]. 
Uma vez na circulação sanguínea, os esporozoítos migram para o fígado (2-30 
minutos), invadem os hepatócitos e multiplicam-se por reprodução assexuada 
(esquizogonia hepática), produzindo milhares de merozoítos hepáticos (merozoítos exo-
eritrocitários), de primeira geração (15.000 a 40.000 por esquizonte hepático, 
dependendo da espécie). Estudos recentes demonstram que os esporozoítos passam por 
vários hepatócitos antes da invasão e subsequente desenvolvimento hepático [4]. O 
processo de invasão envolve proteínas de superfície do esporozoíto, como domínios de 
trombospondina na proteína circunsporozoítica (CSP) e a proteína relacionada à adesão 
à trombospondina (TRAP), bem como moléculas de superfície do hospedeiro 
vertebrado. A CSP reveste toda a membrana plasmática do esporozoíto e alguns dos 
seus domínios ligam-se aos proteoglicanos sulfato de heparina (HSPG), que se 
projectam no endotélio sinusoidal dos hepatócitos, bem como às células de Kuppfer 
[17]. 
Após a invasão, os esporozoítos diferenciam-se em trofozoítos hepáticos que 
maturam e formam milhares de merozoítos. O desenvolvimento nos hepatócitos requer 
aproximadamente uma semana para o P. falciparum. Nas infecções por P. vivax e P. 
ovale alguns merozoítos sofrem esquizogonia, enquanto outros ficam em estado de 
latência no fígado (hipnozoítos) [21]. Estes hipnozoítos são responsáveis pela 
recorrência da doença após períodos variáveis de incubação. A libertação dos 
merozoítos hepáticos para a circulação dá-se por meio de estruturas denominadas 
merossomas [22]. Os merossomas saem intactos dos hepatócitos e deixam o fígado 
Introdução 
 
7 
 
através da circulação hepática em direcção ao ventrículo direito e aos pulmões, onde se 
acumulam. Nos pulmões os merossomas desintegram-se e libertam os merozoítos para o 
início da fase eritrocitária do ciclo da malária [23]. 
O desenvolvimento eritrocítico do parasita segue duas vias distintas: 
multiplicação assexuada por esquizogonia e diferenciação em estágios sexuados, 
denominados, gametócitos, que uma vez ingeridos pela fêmea do mosquito Anopheles, 
irão dar origem a novos esporozoítos. Da esquizogonia sanguínea, são formados os 
merozoítos que irão invadir novos eritrócitos (novo ciclo de esquizogonia) [24]. Assim, 
o ciclo sanguíneo repete-se sucessivas vezes, sendo responsável pela patogenia da 
doença. As febres cíclicas são a grande característica da malária, e ocorre tipicamente 
quando se dá a lise dos eritrócitos. Isto ocorre a cada 48h em infecções por P. vivax, P. 
ovale e P. falciparum e a cada 72h para infecções por P. malariae.  
 
1.3. Aspectos Clínicos e Imunopatológicos da Malária 
O ciclo eritrocitário representa o único estadio do ciclo de vida da malária que é 
responsável pelas manifestações clínicas da doença. As manifestações clínicas podem 
ser classificadas como sendo não complicadas e complicadas, de acordo com os 
critérios da OMS [25]. As manifestações clínicas da malária dependem do estado 
imunológico do doente, do estadio de infecção e da espécie do parasita implicado. 
 Nas regiões endémicas, os indivíduos que atingem a idade adulta, raramente 
apresentam sintomatologia aguda severa, é comum encontrar indivíduos com 
parasitémia e sem manifestações clínicas. Isto deve-se à estimulação sistemática do 
sistema imunitário, resultando do contacto permanente com o parasita. 
 Em oposição a estes indivíduos, a malária é bastante preocupante, 
principalmente nas regiões em que a doença tem carácter sazonal, onde atinge todos os 
grupos etários com manifestações clínicas que podem ser bastante severas. 
  Na malária não complicada, os sintomas comuns podem ser facilmente 
confundidos com os sintomas de uma simples gripe, tais como, febre, que geralmente 
vem precedida por sinais e sintomas inespecíficos caracterizados por mal-estar, dores de 
cabeça, tosse,  diarreia,  dores nas articulações,  náuseas [3]. Estes sintomas 
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normalmente surgem cerca de 15 dias após a picada. O aspecto clínico distintivo é 
designado de acesso palustre ou paroxismo. Neste distinguem-se duas fases: uma de 
frio, onde o doente sente frio intenso e treme descontroladamente e que pode durar de 
alguns minutos a horas; e outra fase de calor, com febre alta (40ºC ou mais) e que 
corresponde ao rebentamento dos eritrócitos. Após a fase inicial, a febre assume um 
carácter intermitente, dependente do tempo de duração dos ciclos eritrocíticos, 48 horas 
para P. falciparum [3].  
Na malária complicada ou grave (causada por P. falciparum) pode-se encontrar 
hiperparasitémias, anemia grave (os critérios de anemia variam com o sexo e a idade), 
distúrbios hidroelectrolíticos e equilíbrio ácido-base, distúrbios hemorrágicos, edema 
pulmonar, icterícia acentuada, insuficiência renal aguda, hipoglicémia, disfunção 
hepática, coma, convulsões e choque circulatório [26]. Malária cerebral é frequente nas 
infecções com P. falciparum e tem sido atribuído, em parte, à capacidade única desta 
espécie fazer citoaderência, fazendo com que os eritrócitos se liguem ao endotélio dos 
vasos e capilares sanguíneos, causando obstrução do sangue no cérebro, levando ao 
coma ou a outros fenómenos neurológicos, como convulsões e pressão intracraniana 
elevada [27]. Outras observações têm sugerido que citocinas pró-inflamatórias, como o 
factor de necrose tumoral α (TNF-α) e o óxido nítrico (NO) induzidos pelo parasita 
também contribuam para a patogénese da malária cerebral [28-30]. Embora o NO tenha 
sido proposto como uma das causas para a malária cerebral, o NO está em maior 
concentração na malária não complicada [31]. Na malária grave, o coma deve ser 
causado pelo aumento local de NO no cérebro e não pelo aumento da concentração de 
NO no sangue.  
O desenvolvimento de imunidade à malária é um processo lento e incompleto, 
depende da idade do indivíduo, não se desenvolve em indivíduos com fraca exposição 
ao parasita e pode ser perdida, especialmente quando os indivíduos imunes deixam 
regiões endémicas [32]. Indivíduos adultos depois de vários anos de exposições 
repetidas, atingem uma resistência relativa e desenvolvem imunidade efectiva que 
controla a parasitémia e previne complicações graves [33-38] (Figura 4). Este tipo de 
imunidade com parasitémias baixas e com testemunhos assintomáticos é denominada 
por premunição e é dependente da idade. 
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Figura 4: Índices populacionais de imunidade em áreas endémicas de malária de P. falciparum. 
Adaptado de [36].  
Em áreas holoendémicas, só uma pequena parte das infecções é que progride 
para malária complicada (complicações potencialmente fatais como anemia grave e 
malária cerebral), enquanto que a maioria da população quando infectada tem febre, 
mas depois recupera [39].  
O mecanismo exacto através do qual se adquire imunidade à malária continua a 
ser objecto de discussão. O complexo ciclo de vida do Plasmodium, que envolve dois 
hospedeiros diferentes e diferentes fases/estadios ainda o torna mais complicado. 
Contudo, acredita-se que tanto a resposta humoral como a resposta mediada por células 
estejam envolvidas. 
Pensa-se que a imunidade ao estadio pré-eritrocitário é mediada por anticorpos e 
por mecanismos celulares [40]. Anticorpos contra proteínas da superfície do esporozoíto 
poderiam ter um papel importante através da opsonização, levando à depuração antes da 
chegada aos hepatócitos, ou através da interferência com o processo de invasão dos 
hepatócitos [41]. Tanto as células T CD8
+ 
como as T CD4
+ 
estão envolvidas na 
imunidade protectora contra a malária, mas em diferentes fases. Em modelos animais, 
as células T CD8
+ 
têm sido implicadas como as principais células efectoras, e o 
interferão - γ (IFN-γ) como a molécula efectora. As células T CD4+ secretoras da IL-4 
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são requeridas por indução em resposta das células T CD8
+
, e as células CD4
+ 
Th1 
ajudam a actividade efectora óptima das células T CD8
+
. As células T γδ, células NK e 
NKT também têm um papel activo [42]. 
As células T CD4
+
 têm um papel crucial na imunidade contra a fase eritrocitária, 
produzem citocinas que estão envolvidas na activação da imunidade inata e ajudam as 
células B activadas a produzirem anticorpos essenciais para a eliminação do parasita. 
Embora a protecção do estadio eritrocitário seja mediada por anticorpos, também são 
usados outros mecanismos protectores incluindo a imunidade inata, IFN-γ e as células 
CD4
+ 
[43,44].  
A imunidade inata na malária compreende a participação das moléculas do 
sistema complemento, activação de macrófagos, células NK e NKT. As moléculas do 
sistema complemento causam a lise directa do parasita, os macrófagos fagocitam os 
parasitas livres e os eritrócitos parasitados, e os linfócitos NK e NKT induzem a lise das 
células parasitadas [45]. Para além destas células, as células dendríticas também 
participam no início da resposta imune adquirida [45]. 
O IFN-γ produzido pelas células T CD4+ em resposta a antigénios específicos do 
estadio eritrocitário, também está associado à protecção contra uma reinfecção [46]. O 
IFN-γ secretado pelas CD4+ também ajudam na indução de anticorpos IgG específicos 
citofílicos do estadio eritrocitário, e também ajudam na depuração dos eritrócitos 
infectados [47]. O papel das células B na imunidade contra a malária foi estabelecida 
em ratinhos com ausência de células B, os quais eram incapazes de eliminar infecções 
correspondentes ao estadio eritrocitário [48], enquanto outro estudo demonstrou que as 
células B não são necessárias no início da parasitémia, mas parecem ser importantes no 
final da infecção, provavelmente pela produção de anticorpos específicos contra o 
parasita [49]. 
A invasão dos eritrócitos pelos merozoítos é um passo fundamental no 
estabelecimento da infecção, e portanto, é provável que seja um alvo importante da 
resposta imune protectora [41]. O processo envolve uma complexa cascata de eventos, 
envolvendo interacções entre os eritrócitos e proteínas do parasita (Figura 5), incluindo 
proteínas de superfície do merozoíto (MSP-1 a 11), as de superfície dos eritrócitos 
Introdução 
 
11 
 
(PfEMP1, Pf332, PfAARP1, RIFINS, SURFINS) [50-54], as do vacúolo parasitóforo 
(GLURP) [39-41, 44], EBA e AMA-1 [50, 51, 53, 55], entre outras.  
 
Figura 5: A - Ciclo eritrocítico; B - Esquema do merozoíto e principais proteínas expressas. 
Adaptado de [51 e 56]. 
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Dada a limitada exposição destas proteínas ao sistema imune do hospedeiro, é 
provável serem os anticorpos a principal forma de imunidade contra os merozoítos [41]. 
A importância dos anticorpos na imunidade protectora contra infecções por P. 
falciparum foi estabelecida por Cohen et al. [57], em que a transferência passiva das 
imunoglobulinas contribuiu para o controlo da densidade parasitária e protecção contra 
infecção com P. falciparum. Num estudo semelhante, a gama globulina de adultos da 
África ocidental foi administrada a indivíduos do leste africano com graves infecções 
por P. falciparum o que levou à redução abrupta da densidade parasitária e à 
recuperação da doença clínica [58]. Em pacientes tailandeses, o efeito protector de 
anticorpos IgG africanos contra P. falciparum também foi demonstrado por 
transferência passiva [59], e os anticorpos de indivíduos africanos imunes são capazes 
de controlar os parasitas do estadio eritrocitário em macacos do Saimiri [60]. Até à data, 
os mecanismos de protecção exactos, através dos quais os anticorpos específicos contra 
a malária  interferem com o desenvolvimento e/ou a multiplicação das fases assexuadas 
do P. falciparum, ainda não se conhecem ao certo, e os antigénios alvos dos anticorpos 
protectores ainda permanecem como motivo de discussão. 
Vários estudos serológicos em diferentes regiões endémicas têm apoiado e 
confirmado a associação de anticorpos IgG, especialmente a subclasse citofílica (IgG1 e 
IgG3) na protecção [61-66]. Alguns estudos, de diferentes populações, também têm 
sugerido que os anticorpos IgG2 têm um papel protector na infecção, provavelmente 
através da sua ligação ao FcγRIIa-H131 [67-69]. A incerteza permanece quanto à 
subclasse de anticorpos IgG mais importante na imunidade protectora contra a malária. 
No entanto, em indivíduos clinicamente protegidos, os anticorpos citofílicos são os mais 
representativos [61], e a sua ligação a eritrócitos infectados resulta na sua opsonização, 
facilitando a fagocitose pelos monócitos/macrófagos [70-72]. 
Potenciais mecanismos têm sido sugeridos, nos quais os anticorpos medeiam a 
neutralização dos parasitas [50, 73-74], incluindo a lise dos eritrócitos infectados 
mediada pelo complemento, impedindo o processamento das proteínas de invasão ou 
bloqueando os seus sítios de ligação aos eritrócitos [41].  
Pensa-se que anticorpos inibitórios actuam através da inibição da invasão dos 
eritrócitos, pela ligação aos antigénios presentes à superfície dos merozoítos [75]. As 
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crianças podem adquirir anticorpos inibitórios desde tenra idade [68], e tem sido 
demonstrada uma relação entre anticorpos inibitórios com a idade [76].  
Os principais mecanismos para a neutralização dos parasitas mediada por 
anticorpos pensa-se que envolva monócitos ou outros leucócitos, como células efectoras 
[61, 74, 77], por meio da inibição celular mediada por anticorpos (ADCI). Os factores 
solúveis (TNF-α, NO) libertados pelos monócitos também ajudam na opsonização dos 
merozoítos. Os anticorpos, por si só, neutralizam os parasitas pela interferência da 
invasão dos merozoítos [78].  
 
1.4. Medidas de Controlo da Malária 
Existem várias iniciativas internacionais que têm como objectivo combater a 
malária, das quais se destacam, a  Roll Back Malaria Initiative (RBM), a Multilateral 
Initiative in Malaria, a Medicines for Malaria Venture, a Malaria Vaccine Initiative, e o 
Global Fund to Fight AIDS, TB and Malaria, que suportam a implantação de programas 
de prevenção e de tratamento [3].   
Os objectivos principais dos programas de controlo vão desde a redução da 
incidência da doença, à redução da mortalidade, redução das formas graves da doença, 
redução da transmissão da malária até à manutenção da ausência da transmissão da 
doença nos locais onde ela já tenha sido interrompida. Para o cumprimento dos 
objectivos indicados são definidos alguns elementos fundamentais [26], tais como, (1) o 
diagnóstico precoce e o tratamento imediato e adequado dos casos de doença, 
especialmente os casos graves. Este procedimento garante a prevenção de casos fatais 
de malária, a redução do aparecimento de casos graves, a redução da fonte de infecção e 
a diminuição da transmissão, mantendo a doença em níveis endémicos, epidemiológicos 
e socialmente suportáveis. Um dos problemas no controlo da malária é a propagação 
inexorável de resistência aos fármacos, especialmente porque não existem vacinas 
eficazes contra a malária até à data [79]; (2) o controlo selectivo dos vectores, que 
compreende o manejo adequado do ambiente, o tratamento químico dos domicílios e o 
tratamento químico de espaços abertos. O manejo adequado do meio ambiente pode 
reduzir a densidade de anofelinos, eliminando os locais de criação dos mesmos, por 
meios de limpeza e drenagem da vegetação. O bom saneamento é uma medida eficaz 
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para o controlo da malária. O tratamento químico domiciliar foi uma das principais 
medidas de intervenção na estratégia de erradicação e, ainda hoje, é um importante 
instrumento de controle de vectores em uso. O tratamento químico de espaços abertos é 
indicado em situações especiais onde a densidade anofélica é bastante elevada e quando 
o tratamento químico domiciliar e o manejo ambiental não sejam eficazes para a 
redução dos anofelinos. É feito através da aplicação espacial de insecticida e 
nebulização térmica. É uma medida de alto custo, de baixa efectividade e produz 
impacto ecológico desfavorável; (3) medidas de protecção individual como uso de 
repelente, uso de roupas e acessórios apropriados, uso de mosquiteiros impregnados ou 
não com insecticidas, selagem de portas e janelas das casas e melhoria das habitações; 
(4) detecção precoce de epidemias e a aplicação de medidas eficazes para o seu 
controlo; (5) detecção precoce, contenção e prevenção da reintrodução da endémia na 
área não endémica ou em outras áreas onde a transmissão da doença já tenha sido 
interrompida. 
A combinação de novos fármacos antimalárico com vacinas e com o controlo 
eficiente do vector é fundamental na redução da transmissão  e controlo da malária [3]. 
No que diz respeito a este último, outra opção para a redução da transmissão da malária 
é o uso de mosquitos geneticamente modificados [26]. 
 
1.5. Diagnóstico laboratorial da malária  
 Diagnósticos rápidos e eficazes fazem parte da gestão eficaz da doença. O 
diagnóstico da malária deve levar em consideração dados epidemiológicos, clínicos e 
laboratoriais. A alta sensibilidade do diagnóstico em áreas endémicas de malária é 
particularmente importante para os grupos populacionais mais vulneráveis, como 
crianças e população não imune, em que a doença pode ser rapidamente fatal, enquanto 
que a alta especificidade vai reduzir o uso de tratamentos desnecessários com 
antimaláricos e, desta forma, melhorar o diagnóstico de outras doenças febris. Assim, o 
diagnóstico da malária de alta qualidade é bastante importante.  
O diagnóstico laboratorial incluiu microscopia óptica - gota espessa e esfregaço 
sanguíneo, testes de diagnóstico rápido, PCR e testes serológicos (ELISA e IFAT). 
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A microscopia óptica para além de fornecer um diagnóstico com um alto grau de 
sensibilidade e especificidade, quando tem um bom desempenho, permite a 
quantificação dos parasitas e a identificação da espécie infectante. A microscopia 
envolve custos relativamente elevados em treinamento e vigilância, mas, em particular, 
no caso de grande fluxo de pacientes, os custos operacionais são baixos. É considerado 
como “padrão” contra o qual a sensibilidade e especificidade de outros métodos devem 
ser avaliados [80]. Um profissional especializado é capaz de detectar parasitas 
assexuados em densidades menores de 10 mL de sangue, mas em condições típicas o 
limite de sensibilidade é de aproximadamente de 100 parasitas por mL. A microscopia 
tem vantagens importantes, entre as quais se destacam: (1) baixos custos directos, se a 
infra-estrutura para manter o serviço estiver disponível; (2) alta sensibilidade, se a 
qualidade da microscopia for alta; (3) diferenciação entre espécies de plasmódios; (4) 
determinação das densidades do parasita; (5) capacidade de monitorar a resposta à 
terapêutica [80]. 
Para a visualização ao microscópio óptico podem ser utilizadas duas técnicas na 
preparação das lâminas, a gota espessa e o esfregaço sanguíneo.  
No caso da gota espessa, após a colecta de sangue, por meio de punção digital e 
a sua distribuição adequada na lâmina de vidro, é realizada a coloração e leitura ao 
microscópio. Esta técnica é importante, pois permite a visualização do parasita, 
identificação da espécie e o estadio de desenvolvimento e quantificação, 
imprescindíveis para a avaliação clínica e controlo da cura do paciente. Esta técnica 
apresenta algumas vantagens tais como, por concentrar maior quantidade de sangue 
desemoglobinizado numa área relativamente pequena, aumenta a probabilidade de se 
encontrar parasitas, o que torna o método de eleição para o diagnóstico da malária; por 
ser desemoglobinizado, o processo de coloração é mais rápido, permitindo o 
processamento de um grande número de amostras; a distribuição dos parasitas e 
leucócitos dá-se ao acaso em toda a amostra [80]. Portanto, pode-se avaliar a 
parasitémia contando o número de parasitas em  relação a um determinado número de 
leucócitos. Mas por outro lado, requer experiência para a identificação das espécies, 
uma vez que a morfologia do parasita altera-se durante o processo de 
desemoglobinização e também requer o processamento parcial ou total relativamente 
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rápido depois de colhida a amostra, para evitar a fixação de hemoglobina, a coloração 
excessiva e a descoloração [80]. 
O diagnóstico parasitológico da malária pelo esfregaço sanguíneo tem a 
vantagem de facilitar a identificação da espécie por permitir maior detalhe da 
morfologia dos plasmódios, mas, por outro lado, em baixas parasitémias, há uma 
redução da sua sensibilidade, se comparado à gota espessa [80]. 
Sendo assim o diagnóstico parasitológico pelo esfregaço sanguíneo tem as 
vantagens de: por fixar as hemácias, permite melhor o estudo da morfologia do parasita 
e das alterações características do eritrócito parasitado, viabilizando conferir o 
diagnóstico da gota espessa, em situações de dúvida; por ser fixado e não submetido à 
desemoglobinização, a perda de parasitas é menor que na gota espessa. Estas amostras 
resistem mais ao atrito aquando da remoção do óleo de imersão, duram mais tempo e 
conservam por muito mais tempo a coloração original (enquanto que a gota espessa 
pode facilmente apresentar alteração na coloração); permite a determinação percentual 
da parasitémia, mediante a contagem de eritrócitos parasitados em 100 eritrócitos. E 
como desvantagens: por ter menos quantidade de sangue, espalhado numa única 
camada, o esfregaço ocupa maior área da lâmina, dificultando o encontro dos eritrócitos 
parasitados [80]. Desta forma, não é indicado para diagnóstico inicial, especialmente em 
pacientes com parasitémias baixas; a distribuição de leucócitos e parasitas não se dá ao 
acaso (leucócitos maiores e estadios mais avançados dos parasitas localizam-se nas 
bordas e finais de esfregaço). Portanto, é necessário examinar uma área extensa para 
detectar todas as formas parasitárias, não estabelecendo uma boa correlação entre o 
número de parasitas e o de leucócitos. 
Testes de diagnóstico rápidos (RDT) 
Os testes de diagnóstico rápido são dispositivos que detectam antigénios da 
malária em pequenas quantidades de sangue, geralmente entre 5-15 µL, através de 
ensaio imunocromatográfico com anticorpos monoclonais dirigidos contra antigénios do 
parasita impregnados numa tira de teste [82,83]. Os RDTs não necessitam de muito 
investimento ou de electricidade, são simples de executar e são fáceis de interpretar. Os 
RDTs mais comuns detectam apenas P. falciparum, mas também estão disponíveis 
RDTs que distinguem P. falciparum das outras três espécies.  Em 1986, uma proteína 
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rica em histidina, denominada Pf-HRP2, foi identificada no P. falciparum [83]. 
Posteriormente, verificou-se que a sua presença no plasma de pacientes infectados com 
P. falciparum é comum. A partir de 1993, houve um grande desenvolvimento de testes 
imunocromatográficos baseados na captura qualitativa da Pf-HRP2. A desvantagem é a 
permanência da proteína circulante por tempo prolongado, dando resultado positivo em 
indivíduos já tratados [81-83]. 
 Mais recentemente, foram desenvolvidos métodos de diagnóstico rápido da 
malária utilizando anticorpos monoclonais e policlonais dirigidos contra a proteína Pf-
HRP2 e contra o enzima lactato desidrogenase (pLDH) das quatro espécies de 
plasmódio (P. falciparum, P. vivax. P. ovale e P. malariae). Estes testes têm a vantagem 
de diferenciar o P. falciparum das demais espécies, as quais são identificadas como não-
P. falciparum [81-83]. A pLDH é um enzima intracelular produzido em abundância 
pelos parasitas vivos, o que permite diferenciar a fase aguda e a convalescença da 
infecção. Possui alta sensibilidade e alta especificidade, sendo útil para a triagem e, 
mesmo, confirmação diagnóstica da malária, principalmente para turistas que visitam 
áreas endémicas. Como desvantagem não permite o diagnóstico de uma infecção mista. 
A escolha entre os testes rápidos de diagnósticos e a microscopia depende das 
circunstâncias locais, incluindo a disponibilidade dos materiais, o fluxo de pacientes, 
epidemiologia da malária e da possível utilização da microscopia para o diagnóstico de 
outras doenças [81]. Onde o fluxo de pacientes com febre alta é elevado, é provável que 
a microscopia seja o menos caro do que o uso dos testes rápidos de diagnóstico, mas 
pode ser menos viável operacionalmente. A microscopia tem outras vantagens na 
medida em que pode ser usada para a especiação e quantificação dos parasitas, e para 
avaliar a resposta ao tratamento contra a malária [80,81]. A microscopia também pode 
ser utilizada na identificação de outras causas de febre. No entanto, uma das grandes 
desvantagens da microscopia óptica é a necessidade de profissionais de saúde bem 
treinados e devidamente qualificados, bem como a necessidade de uma fonte de energia 
para alimentar o microscópio, que em muitos locais é de difícil acesso. 
 Em muitos locais, os pacientes com malária são tratados fora dos serviços de 
saúde formais, por exemplo, na comunidade, em casa; onde a microscopia, em muitas 
destas circunstâncias não é viável, mas onde os testes de diagnósticos rápidos são 
possíveis. Embora os testes rápidos de diagnósticos sejam mais caros, a sua 
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implementação pode ser consideravelmente rentável em muitos destes exemplos. As 
sensibilidades e especificidades dos testes rápidos de diagnóstico são variáveis, e a sua 
vulnerabilidade a altas temperaturas e à humidade são um obstáculo importante, não 
requerem de um profissional de saúde nem equipamento especial e em poucos minutos 
tem-se o resultado [80].  
No diagnóstico de casos de malária grave, a microscopia torna-se preferencial, 
não só porque fornece o diagnóstico, mas também avalia outros parâmetros importantes 
num paciente gravemente doente. Em situações em que o teste rápido de diagnóstico foi 
usado, permite a rápida instituição da terapêutica antimalárica, contudo é recomendada 
a examinação microscópica para melhorar a gestão global do paciente [80-82]. 
Polymerase Chain Reaction - PCR  
O diagnóstico da malária, baseado na detecção de ácido nucléico, mostrou 
grande progresso em termos de eficácia com o desenvolvimento da tecnologia de 
amplificação do DNA dos plasmódios usando a reacção em cadeia da polimerase 
(PCR). Embora esta técnica seja mais sensível que a microscopia [84], os resultados 
muitas vezes não estão disponíveis com rapidez suficiente para o estabelecimento do 
diagnóstico, e em virtude do custo elevado, reagentes necessários e alta complexidade 
técnica, faz com que o diagnóstico da malária através da PCR seja restrita aos grandes 
laboratórios. Esta técnica de diagnóstico é útil para confirmar a espécie do parasita da 
malária após o diagnóstico tanto por microscopia como por testes rápidos de 
diagnóstico [80]. 
Testes serológicos  
 Os testes serológicos detectam anticorpos contra o parasita da malária, através 
de imunofluorescência indirecta (IFA) ou ensaios imunoenzimáticos (ELISA). Os testes 
serológicos não detectam uma infecção actual, mas sim exposições passadas à infecção, 
uma vez que detectam a presença de anticorpos específicos [85]. A resposta serológica 
de IgG é rápida e normalmente ocorre na primeira semana de parasitémia. A presença 
de anticorpos entra em declínio passado aproximadamente um mês e persiste alguns 
meses a anos [86, 87]. Devido ao tempo necessário para o desenvolvimento de 
anticorpos e também a persistência dos anticorpos, os testes serológicos não são 
métodos práticos para o diagnóstico de rotina da malária. No entanto, a detecção de 
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anticorpos pode ser útil não só para a avaliação qualitativa e quantitativa, através da 
determinação do título de anticorpos no soro, mas também para: (1) triagem de doadores 
de sangue envolvidos em casos de transfusões induzidas por malária, quando a 
parasitémia do doador pode ser abaixo do nível detectável por microscopia; (2) teste a 
pacientes, geralmente de zonas endémicas, que tiveram infecções repetidas de malária 
ou que tenham o síndrome da esplenomegalia tropical e (3) teste a pacientes que foram 
recentemente tratados com antimaláricos, mas com diagnóstico questionável [80]. 
Immuno-Fluorescence Antibody Test - IFAT  
A imunofluorescência indirecta pode ser utilizada para a detecção de anticorpos 
contra os parasitas da malária.
 
Esta técnica usa dois anticorpos, o anticorpo primário 
(soro do paciente infectado) que reconhece a molécula-alvo (antigénio), e o anticorpo 
secundário, que é combinado com um fluoróforo, que reconhece o anticorpo primário e 
se liga a este. Quando a lâmina é examinada ao microscópio de fluorescência, se 
aparecer fluorescência é porque ocorreu reacção positiva. 
É considerado o teste de referência na serologia para a malária e até bem 
recentemente foi o único teste para a detecção de anticorpos específicos de Plasmodium 
nos bancos de sangue [89]. É um teste simples e sensível, mas demorado e é difícil de 
ser automatizado. Requer microscópio de fluorescência e profissionais especializados. 
Contudo, os antigénios usados são produzidos em culturas in vitro o que dá uma boa 
sensibilidade para as espécies, mas também tem limitações, uma vez que podem ocorrer 
reacções cruzadas com outras espécies de patogénios humanos. 
Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay - ELISA
 
É um teste imunoenzimático que permite a detecção de anticorpos específicos no 
plasma sanguíneo e é frequentemente utilizado na determinação dos níveis de 
anticorpos em soros de pacientes com doenças parasitárias, nomeadamente em pacientes 
com malária [89]. Este método baseia-se na ligação de anticorpos anti-Plasmodium 
(consoante o kit  pode ou não detectar para uma ou mais espécies de Plasmodium) 
presentes em amostras de soros, com antigénios que estão adsorvidos à placa (variam 
consoante o kit em questão). O complexo que contém o anticorpo é visualizado pelo 
acoplamento do enzima ao anticorpo. A adição de substrato ao complexo enzima-
anticorpo-antigénio resulta num produto colorido. Permite testar grande número de 
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amostras e é mais reprodutivo e mais fácil de ser automatizado [80,85]. Os testes de 
ELISA mais recentes  utilizam antigénios recombinantes, o que faz com que se tornem 
uma alternativa ao IFAT. 
 
1.6. Estratégias no Desenvolvimento de Vacinas Contra a Malária 
Embora existam muitos estudos em desenvolvimento [20, 90], nenhuma vacina 
está actualmente disponível, contra a malária, que ofereça um nível elevado de 
protecção. Nas regiões endémicas devem ser tomadas continuamente medicamentos 
preventivos, para reduzir o risco de infecção.  
Os antigénios são moléculas ou partículas que têm a capacidade de iniciar uma 
resposta imune, assim sendo, a pesquisa de antigénios que induzem a uma resposta 
imune protectora é o primeiro e principal passo na estratégia do desenvolvimento de 
vacinas [90].  
Como referido anteriormente, a doença resulta da infecção que o estadio 
eritrocitário desenvolve.  Estudos em humanos e modelos animais têm demonstrado que 
a resposta imunitária dirigida a antigénios da fase eritrocitária pode ser protectora e 
facilitar o controlo da infecção pelo hospedeiro [56]. A imunização com antigénios da 
fase eritrocitária, principalmente antigénios de merozoíto, tem-se mostrado protectora 
em vários modelos animais e com algum efeito protector da vacina em seres humanos 
[90]. Actualmente, todas as proteínas da superfície dos merozoítos são candidatas a 
vacinas contra a fase eritrocitária e algumas já foram testadas em ensaios clínicos 
(Quadro 1). A Combinação B (que compreende uma subunidade recombinante da MSP 
2), testada na Papua Nova Guiné [91], demonstrou algum grau de eficácia, ao contrário 
da proteína de superfície do merozoíto (MSP) 1, que mostrou não ser eficaz [92]. A 
vacina contra a fase pré-eritrocitária, RTS,S, a qual se baseia na proteína 
circunsporozoíca, tem-se mostrado eficaz em alguns ensaios clínicos [93], ao contrário 
de uma outra vacina da fase pré-eritrocitária, baseada na proteína de adesão de multi-
epitopos trombospondina (ME-TRAP) que não se mostrou protectora [94]. 
Como não está identificado um único antigénio capaz de fornecer protecção 
eficaz, é admissível que a resposta imune à malária (relativamente curta e não 
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totalmente eficaz), se baseie numa mistura de antigénios capaz de aumentar a imunidade 
do hospedeiro ao parasita. Os melhores candidatos para a concepção de uma vacina 
contra a malária são as proteínas necessárias para a sobrevivência do parasita, aquelas 
com taxas de mutação baixa e epitopos conservados [95], porque essas proteínas 
desempenham um papel importante em várias etapas durante o processo de invasão. 
Sendo assim, devem ser os alvos contra os quais uma resposta imune protectora deve 
ser atingida [95].  
A malária tem tido grandes avanços na última década, no que diz respeito ao 
desenvolvimento e implementação de estratégias de prevenção, novos fármacos e 
vacinas [88, 96-104]. Décadas de pesquisa na era pré-genómica resultaram na 
identificação de mais de 30 candidatos a vacinas ou alvos promissores de diagnóstico da 
malária, o que representa menos de 0,5% de todo o genoma do parasita. A conclusão da 
sequência do genoma do P. falciparum [96], a maior facilidade em identificar as 
proteínas por espectrometria de massa e a bio informática, contribuem largamente para 
a identificação de novos alvos para vacinas e diagnóstico.  
Os genes próximos das extremidades de cada cromossoma do genoma do P. 
falciparum codificam para proteínas ou antigénios que por vezes são reconhecidas pelo 
sistema imunológico humano e induzem a uma resposta imune [105]. Mas as alterações 
que acontecem entre as extremidades dos cromossomas, nos genes Var, dá ao parasita 
uma grande capacidade de mudança e, desta forma, evasão imune.  
Uma vacina eficaz contra a malária deve induzir uma resposta imune protectora 
equivalente, ou melhor, do que a resposta imune adquirida naturalmente [20,105]. Até 
ao momento, cerca de 30 antigénios de P. falciparum que foram identificados através de 
técnicas convencionais estão a ser avaliados para o uso em vacinas, e vários foram 
testados em ensaios clínicos [20,105] (Quadro 1). No entanto, ainda são necessários 
ensaios imunológicos para identificar antigénios candidatos a vacinas que sejam alvo de 
uma resposta imune protectora humoral e celular em seres humanos, que mostrem ter 
eficácia elevada. Para além disso, são necessários novos métodos para maximizar a 
magnitude, qualidade e longevidade da resposta imune protectora para a produção de 
vacinas eficazes contra a malária. 
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Quadro 1: Algumas vacinas em desenvolvimento relacionadas com a fase pré-eritrocitária e 
eritrocitária. Adaptado de [20]. 
Vacina Ensaio clínico (Local) Eficácia 
RTS,S 
(baseada na proteína 
CSP) 
Fase III (Burkina Faso, Gabão, 
Gana, Quénia, Moçambique, 
Tanzânia, Malauí) 
Aproximadamente 30%-
50% de eficácia na Fase II 
AdCh63 
ME-TRAP 
Fase I/II (EUA) - 
PfCS102 
(baseada na proteína 
CSP) 
Fase I/IIa (Suiça) Sem eficácia 
Ad35 CS 
(baseada na proteína 
CSP) 
Fase I (EUA) - 
AMA-1-1C  Fase I/II (Mali) Sem eficácia 
PfAMA-1-FV0 Fase Ib (Holanda e Mali) 
Segura e imunogénica em 
adultos nunca expostos a P. 
falciparum 
MSP1(42)-C1 Fase I (EUA) - 
GLURP-LSP Fase I (Holanda) Segura e imunogénica 
MSP3-LSP Fase IIb (Mali) - 
EBA-175 Fase I (EUA e Gana) 
Segura e imunogénica em 
adultos nunca expostos a P. 
falciparum 
Combinação B 
(baseada nas 
proteínas MSP1, 
MSP2 e RESA)  
Fase I/IIb (Papua Nova Guiné) ↓ densidade parasitária 
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2. Objectivos 
 
 O diagnóstico rápido e correcto da malária é uma componente crucial das 
estratégias de controlo da malária e da vigilância epidemiológica da doença.  
 Estudos a partir de humanos e em modelos animais, têm demonstrado que a 
resposta imunitária dirigida a antigénios da fase eritrocitária pode ser protectora e 
facilitar o controlo da infecção [56]. A imunização com antigénios da fase eritrocitária, 
principalmente antigénios de merozoítos, tem-se mostrado protectora em vários 
modelos animais e com algum efeito protector em seres humanos [90]. 
 A conclusão da sequência do genoma do P. falciparum [96], a maior facilidade 
em identificar as proteínas por espectrometria de massa e a bio informática, contribuem 
largamente para a identificação de novos alvos para vacinas e diagnóstico.  
Assim sendo, o principal objectivo do presente estudo é avaliar a reactividade 
imunitária de amostras de soros de indivíduos com malária importada, potencialmente 
expostos à P. falciparum oriundos de países africanos, frente a antigénios nativos do 
parasita, produzidos num sistema de cultura in vitro de RBCs, e posterior identificação 
das principais proteínas imunogénicas.  
 
Objectivos específicos: 
 Pesquisa da prevalência de anticorpos anti-Plasmodium numa população 
potencialmente exposta à malária;  
 
 Desenvolvimento de um ensaio imunoenzimático (ELISA) específico para P. 
falciparum;  
 
 Análise imunoquímica e reactividade antigénica de proteínas de P. falciparum 
frente a soros humanos com serologia positiva para malária. 
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3. Materiais e  Métodos  
 
3.1. Reagentes e Equipamentos necessários 
Reagentes: 
 Cloreto de sódio (NaCl), cloreto de potássio (KCl), bicarbonato de sódio 
(NaHCO3), Tween
®
20, albumina de soro bovino (BSA), peróxido de hidrogénio (H2O2), 
o-phenylenediamine dihydrochoride (OPD), Tris ((HOCH2)3CNH2), Hepes (ácido 4-(2-
hidroxietil)-1-oioerizenoetanosulfónico), hipoxantina, ácido cítrico (C6H8O7), NP-40, 
tetrametiletilenadiamina (TEMED) (C6H16N2), glicina (C2H5NO2), DAB (3,3'-
diaminobenzidina), ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (C10H16N2O8), p-
nitrofenil-fosfatase, dietanolamina (C4H11NO2); azida de sódio (NaN3), cloreto de 
magnésio (MgCl2), persulfato de amónia ((NH4)2S2O8) e  dihidrogeno fosfato de 
potássio monobásico (KH2PO4) foram adquiridos na Sigma-Aldrich -EUA.  
 AlbuMaxII, dodecil sulfato de sódio (SDS) (NaC12H25SO4) e RPMI 1640 foram 
adquiridos na Invitrogen-EUA. Ácido sulfúrico (H2SO4), ácido clorídrico (HCl), fosfato 
de sódio dibásico (Na2HPO4) e Giemsa foram adquiridos na Merck-EUA. Metanol 
(CH3OH) foi adquirido na Panreac-Espanha. Acrilamida adquirida na BioRad-UK. 
Anticorpos anti-humano IgM conjugado com fosfatase alcalina adquirido na 
CALBIOCHEM
®
. Anticorpos anti-humano IgG total conjugado com HRP adquirido na 
AbD SeroTEC
®
. 
 Foram utilizados os seguintes tampões: Tampão de Lise (0,5% NP-40, 120 mM 
NaCl, 50 mM Tris-HCl em 100 mL de H2O Mq, pH 7.8); Tampão Bicarbonato  (0,1M, 
pH 8,5); Tampão de Lavagem (PBS-Tween20 0,05%); Tampão de Bloqueio (PBS-
Tween20 0,05% - BSA 5% (para ELISA)); Tampão de Anticorpo (PBS-Tween20 0,05% 
- BSA 1%); Tampão citrato (0.1M C6H8O7, 0.1M Na2HPO4, pH 5.0); Tampão de 
Tranferência (192mM de glicina, 25mM de Tris, 20% de metanol, completar até 1L 
com H2O); Tampão de Bloqueio (3% de BSA em PBS 1X (para Western Blot)); 
Tampão dietanolamina (19,4mL de dietanolamina, 0.04g de NaN3, 0,0202g de MgCl2, 
completar até 200mL com H2O); Tampão de corrida para SDS-PAGE 4x (12g de Tris e 
57,6 g de Glicina, completar até 1L com H2O). 
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Meio de cultura RPMI completo para P. falciparum - RPMI 1640                               
1,04%, Hepes 25mM, hipoxantina 6,8M, bicarbonato de sódio 0,2%, AlbuMaxII  0,5%. 
O MALARIA EIA TEST KIT da BioRad, cedido pela Dra. Marília Tavares, inclui 
um controlo positivo e outro negativo (soros humanos), conjugado (antigénios 
recombinantes conjugados com peroxidade de rábano), tampão de conjugado diluído 
(solução de tampão salina contendo surfactante e estabilizadores), substrato (peróxido 
de ureia e tetrametilbenzidina), solução de lavagem (20 x concentrada, solução salina 
contendo surfactante).  
Equipamentos necessários: 
Leitor de microplacas, membrana PVDF, Western Blot no sistema Trans-Blot® SD e 
equipamento de electroforese e frascos de cultura - BioRad/UK;  
Microplacas - BD Falcon
TM
/EUA, Vórtex, Pipeta multicanal - VWR
TM
/UK; estufa – 
Heraeus, papel de filtro - Whatman
TM
/EUA. 
O MALARIA EIA TEST KIT da BioRad que inclui placa de poliestireno revestida com 
antigénios recombinantes e sacos para guardar poços não utilizados. 
 
 3.2. Parasitas (Plasmodium falciparum) 
Para a análise serológica e imunoquímica de potenciais antigénios para a 
pesquisa de anticorpos contra Plasmodium falciparum em pacientes com malária 
utilizou-se a estirpe 3D7 de P. falciparum. O genoma nuclear do P. falciparum 3D7 tem 
23,3 Mb de tamanho, cariótipo de 14 cromossomas e cerca de 5,300 genes [3]. 
 
3.3. Cultura in vitro de Plasmodium falciparum 
O cultivo in vitro dos clones de P. falciparum, foi efectuado de acordo com os 
métodos descritos por Trager & Jensen, 1976 [106] e Thaithong, 1994 [107], com 
algumas adaptações. Basicamente, este tipo de cultura de plasmódios consiste na 
manutenção dos eritrócitos, em meio de cultura RPMI 1640 completo, com um 
hematócrito de 5%, 37ºC e atmosfera com 5% de CO2. O desenvolvimento dos parasitas 
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foi avaliado pela observação por microscopia óptica, de esfregaços sanguíneos corados 
com Giemsa a 20%, efectuando-se diluições e novas culturas, quando a parasitémia 
atinge cerca de 8-10% de eritrócitos parasitados. 
A partir de dadores humanos saudáveis, isentos de qualquer tipo de medicação, 
colheram-se 10 a 20 ml de sangue venoso em seringa com EDTA. O sangue é dividido 
em alíquotas de 5 ml, e centrifugado a 2000 rpm/5 min, junto com o sobrenadante, é 
eliminada a fracção correspondente aos glóbulos brancos. A cada tubo são adicionados 
10 ml de meio RPMI incompleto (sem o substituto do plasma AlbuMaxII), misturado 
por inversão, centrifugado a 2000 rpm/5 min e eliminado o sobrenadante, este passo é 
repetido 2 a 3 vezes. Ao pellet de eritrócitos é adicionado um volume igual de meio 
RPMI completo. Esta suspensão de eritrócitos (50%), é conservada a 4ºC, durante um 
período máximo de 15 dias. 
 
3.4. Extracção e quantificação das proteínas totais de Plasmodium falciparum 
 Culturas com cerca de 10% de parasitémia, foram centrifugadas a 5000 rpm, 
durante 5 min, à temperatura ambiente, e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 
PBS gelado ao pellet, e a mistura foi de novo centrifugada a 5000 rpm durante 5 min, à 
temperatura ambiente. Descartou-se o sobrenadante e os eritrócitos depositados foram 
lisados por adição de igual volume de uma solução de 0,2% de saponina em PBS, e 
incubação 20 min a 37ºC. Esta mistura foi centrifugada a 10.000 rpm a 4ºC durante 10 
min, o sobrenadante descartado e os parasitas lavados 3 vezes com PBS gelado, 
seguindo-se nova centrifugação a 10.000 rpm, 4ºC, 10 min. Posteriormente, lisaram-se 
os parasitas, para a extracção de todas as suas proteínas, para tal, adicionou-se tampão 
de lise, homogeneizou-se bem no vórtex e centrifugou-se 15 minutos a 10.000 rpm a 
5
0
C, recuperou-se o sobrenadante, descartando a hemozoína.  
 Após a obtenção do extracto total de proteínas de P. falciparum. Procedeu-se à 
sua quantificação pelo método de Bradford. O método de Bradford é uma técnica para a 
determinação de proteínas totais que utiliza o corante de “Coomassie brilliant blue”G-
250. Este método é baseado na interacção entre o corante G-250 e as proteínas. No pH 
de reacção, a interacção entre a proteína e o corante G-250 provoca o deslocamento do 
equilíbrio do corante para a forma aniónica, que absorve fortemente a 595nm [108] 
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(Figura 6). Através de uma curva de calibração efectuada com albumina do soro bovino 
(BSA 2mg/mL) é calculada a concentração proteica. 
 
Figura 6: Equilíbrio ácido-base do corante “Coomassie brilliant blue” G-250. 
 
3.5. Soro de pacientes com malária recrutados para o estudo 
Os soros, recrutados para o presente estudo, de pacientes potencialmente 
expostos a P. falciparum, bem como os soros negativos (controlo) foram obtidos na 
Unidade de Ensino e Investigação de Clínica das Doenças Tropicais do Instituto de 
Higiene e Medicina Tropical da Universidade Nova de Lisboa. As amostras foram 
obtidas de acordo com as normas do comité de ética institucional. 
Utilizaram-se 336 soros de pacientes, com malária importada, na fase inicial da 
doença, portanto, pacientes de fase aguda. Na sua maioria, são adultos que estiveram em 
diferentes regiões endémicas de África, entre as quais Angola, Guiné, Moçambique, S. 
Tomé, Cabo Verde, Madagáscar, Gabão, Congo, Tanzânia e Marrocos. Alguns soros 
são de indivíduos que estiveram no Brasil, Equador Índia, Indonésia, Tailândia e Haiti.  
Como controlo negativo utilizaram-se um conjunto de 23 soros de indivíduos 
portugueses saudáveis que nunca estiveram em regiões endémicas de malária. 
 
3.6. Determinação de anticorpos anti-Plasmodium sp  
De modo a discriminar a população positiva, negativa e indeterminada utilizou-
se um kit de ELISA comercial anti-Plasmodium sp, o Teste EIA Malária 96 e 480. Este 
teste utiliza quatro antigénios recombinantes para produzir um teste que seja altamente 
específico e sensível. Os antigénios detectarão IgG, IgM e o IgA específicos de P. 
falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae; permitindo ao teste detectar anticorpos 
durante todas as fases da infecção. Todos os reagentes, excepto o conjugado e a solução 
de lavagem, são fornecidos prontos a utilizar e codificados por cores,  o procedimento 
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utiliza amostras não diluídas e volumes normais para facilitar a utilização manual e 
automática. O ensaio pode ser utilizado com soro ou plasma. 
As placas de ELISA têm adsorvidos aos poços uma mistura dos antigénios 
recombinantes de Plasmodium sp. 
Inicialmente adicionou-se 50µL/poço das amostras de soros não diluídas, bem 
como dos controlos negativos e positivos. Incubou-se a placa durante 30 minutos a 37ºC 
com agitação orbital. De seguida, lavou-se a placa 5 vezes com 100µL/poço de tampão 
de lavagem e incubou-se a placa com o 50µL/poço de conjugado diluído (1:10) em 
tampão de conjugado durante 30 minutos a 37ºC com agitação orbital. Passado os 30 
minutos, lavou-se a placa cinco vezes com 100µL/poço de tampão de lavagem. 
Adicionou-se 50µL/poço de substrato/cromogénio e incubou-se à temperatura ambiente 
durante 30 minutos. Como o substrato é fotossensível, a placa é incubada, durante esses 
30 minutos ao abrigo da luz. Após a incubação com o substrato, adicionou-se 
50µL/poço de solução de STOP (ácido sulfúrico 0,5M). A leitura dos resultados é feita 
num leitor de microplacas a 450 nm. 
 O valor de cut-off, de acordo com o manual de instruções do Kit [109], é 
calculado da seguinte forma: 
                             
 
        
O critério de validação do ELISA comercial é o seguinte: a absorvência de cada 
controlo negativo deverá ser igual ou inferior a 0,080. Se algum dos controlos der acima 
deste valor, a leitura deve ser ignorada e o cut-off deve ser calculado com base nos dois 
restantes valores de controlos negativos. A absorvência de cada controlo positivo deverá 
ser maior ou igual a 1.000.  
Interpretação: Amostras com valores de absorvência menor que o valor de cut-
off são consideradas negativas pelo MALARIA EIA TEST KIT. Amostras cujo valor de 
absorvência só seja 10% abaixo do valor do cut-off, devem ser interpretadas com 
cuidado. É necessário repetir o procedimento, em duplicado. As amostras com valores 
superiores ao cut-off são consideradas positivas pelo MALARIA EIA TEST KIT. 
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A especificidade deste teste, para P. falciparum, é de 96,21% e a sensibilidade é 
de 92,5%. 
Posteriormente, este Kit comercial de ELISA anti-Plasmodium sp vai servir 
como meio de comparação com o ELISA anti-P. falciparum optimizado e validado para 
o presente estudo. 
 
3.7. Optimização de um ensaio imunoenzimático (ELISA) na determinação de 
anticorpos anti-Plasmodium falciparum 
Existem três sistemas de ELISA: o ELISA directo, o ELISA indirecto e o ELISA 
em “sandwich”. O utilizado neste estudo foi o ELISA indirecto. 
O método de ELISA indirecto é uma técnica bioquímica utilizada em imunologia 
para detectar a presença de anticorpos específicos em amostras de soro. É usado no 
diagnóstico de várias doenças que induzem a produção de anticorpos (Figura 7). 
Os antigénios são moléculas capazes de iniciar uma resposta imune, a qual 
começa pelo reconhecimento dos linfócitos e consequente produção de um anticorpo 
específico. 
 
 
Figura 7: Esquema ilustrativo do ELISA indirecto. Adaptado de [110]. 
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Os anticorpos são proteínas sintetizadas e excretadas por células plasmáticas 
derivadas dos linfócitos B, os plasmócitos, presentes no plasma, tecidos e secreções. 
São produzidos depois do sistema imunológico entrar em contacto com um determinado 
antigénio e têm locais de ligação aos antigénios (através de ligações não covalentes, 
como ligações de hidrogénio, forças de Van der Waals, interacções de Coulomb e 
interacções hidrofóbicas) e locais de ligação às células especializadas do sistema imune. 
As suas acções principais são a neutralização de toxinas, opsonização de antigénios, 
destruição celular e fagocitose auxiliada pelo sistema complemento. Existem cinco 
classes de anticorpos, IgA, IgD, IgE e IgM. Estes diferem entre si pelas suas 
propriedades biológicas, localizações funcionais e a capacidade para lidar com 
diferentes antigénios. 
A reacção antigénio-anticorpo é de grande importância em medicina 
laboratorial, pois diversos tipos de ensaios baseiam-se no uso in vitro de anticorpos 
gerados em laboratório e dirigidos para antigénios específicos. 
 Neste trabalho, testou-se a presença de anticorpos IgG totais - resposta 
secundária, de forma a seleccionar os soros mais reactivos, na população discriminada 
pelo ELISA comercial. Posteriormente, testou-se a presença de anticorpos do tipo IgM, 
envolvidos na fase inicial da infecção. A análise da presença destes dois tipos de 
anticorpos vai servir para comparar o ELISA anti-P. falciparum com o ELISA comercial 
anti-Plasmodium sp. 
Utilizaram-se as proteínas totais (secção 3.2 e 3.3) de P. falciparum como antigénio na 
pesquisa de anticorpos do tipo IgG totais e IgM em soros de pacientes potencialmente 
expostos a P. falciparum.  
Inicialmente, fez-se um pool com os 23 soros negativos de Portugal que serviram para 
determinar o valor de cut-off de cada placa.  
Adsorveu-se à placa 100 ng/poço de antigénio dissolvidos em tampão bicarbonato 
(0,1M a pH 8,5). Cada poço levou de volume 100 µL. Incubou-se a placa com 
antigénio, durante a noite a 4 ºC. 
 Após incubação, lavou-se a placa três vezes, com 200 µL de tampão de lavagem 
por poço, para a remoção do excesso de antigénio que não foi adsorvido à placa. De 
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seguida, incubou-se a placa com 200 µL/poço de tampão de bloqueio, durante uma hora 
à temperatura ambiente e com agitação orbital, com o objectivo de reduzir a ocorrência 
de ligações inespecíficas. Lavou-se a placa três vezes com 200 µL/poço, com tampão de 
lavagem.  
De seguida, incubou-se a placa com 100 µL/poço de solução de anticorpo 
primário (soros controlo negativo), em duplicado, em diluições seriadas (1:10000, 
1:20000, 1:40000, 1:80000, 1:160000, 1:320000 e 1:640000, em tampão de anticorpo, 
durante uma hora à temperatura ambiente, com agitação orbital. 
  Esta incubação permitiu a ligação do anticorpo, presente no soro, ao antigénio 
adsorvido à placa e as diluições seriadas permitiram identificar a melhor diluição de 
soro a utilizar neste estudo. 
  Após o período de incubação com as amostras de soros, a placa foi lavada cinco 
vezes com 200 µL de tampão de lavagem, com o objectivo de remover o excesso de 
anticorpos que não ficaram ligados ao antigénio adsorvido à placa. Para a detecção do 
anticorpo primário anti-P. falciparum a placa foi incubada com 100 µL/poço de 
anticorpo secundário do tipo IgG conjugado com HRP (1:4000), e anticorpo secundário 
do tipo IgM conjugado com fosfatase alcalina (1:4000), durante 1h à temperatura 
ambiente e com agitação orbital. De seguida, fizeram-se cinco lavagens, cada uma com 
200 µL/poço de tampão de lavagem, para remover o excesso de anticorpo secundário 
que não ficou ligado ao anticorpo primário. Para revelar a presença do conjugado, 
antigénio-anticorpo primário-anticorpo secundário, para IgG incubou-se a placa com 
100 µL/poço de solução de substrato (10 mL de tampão de citrato com 10 mg de OPD e 
10 µL de peróxido de hidrogénio 30% v/v) durante 30 min, à temperatura ambiente e ao 
abrigo da luz. O enzima HRP na presença de H2O2 catalisa a reacção da OPD, 
produzindo uma substância cromófora que absorve a 490 nm. Para parar a reacção, 
utilizou-se o ácido sulfúrico 4N, que vai inibir a actividade do enzima através da 
desnaturação pela variação do pH. Para revelar a presença de IgM incubou-se a placa 
com 100 µL/poço de solução de substrato p-nitrofenil-fosfatase na concentração de 1 
µg/ml diluído em tampão dietanolamina 10%, produzindo uma substância cromófora 
que absorve a 415 nm. 
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 Definiu-se o valor de cut-off como a média dos valores de OD dos 23 soros mais 
duas vezes o valor do desvio padrão na diluição de 1:40000 para IgG e 1:2000 para 
IgM. As escolhas das diluições foram estas, uma vez que a partir deste valor de diluição 
todos os soros negativos para malária começaram a apresentar valores de OD 
constantes, o que permite minimizar a ocorrência de ligações inespecíficas. Na 
correcção dos valores de OD das placas fez-se a média dos valores de OD dos poços 
que foram incubados com antigénio e conjugado com os valores de OD dos poços que 
foram incubados com soro e conjugado, mas não foram incubados com antigénio. 
Todos os soros de pacientes potencialmente expostos a P. falciparum foram 
analisados de acordo com o mesmo procedimento, já com as diluições seleccionadas 
para cada tipo de anticorpo - IgG e IgM. 
 
3.8. Electroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
 SDS-PAGE é uma técnica para a separação de proteínas de acordo com o seu 
tamanho. O SDS é um detergente que é utilizado para desnaturar as proteínas com várias 
subunidades, rompendo as ligações não-covalentes, fazendo com que as proteínas 
percam a sua conformação, retendo apenas a sua estrutura primária linear (Figura 8). 
Confere à proteína carga negativa, deste modo, a carga intrínseca à proteína é 
mascarada, e a razão carga/massa torna-se constante. Assim, as proteínas migram para o 
pólo positivo, quando estiverem sob o efeito de um campo eléctrico. Inicialmente, 
preparou-se 50 µL do extracto total de P. falciparum com 30µL de SDS num eppendorf 
e aqueceu-se à temperatura de 100 ºC durante 5 minutos, para ajudar na desnaturação 
das proteínas, rompendo também ligações de van der waals e as ligações polares. 
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Figura 8: Esquema ilustrativo da desnaturação de proteínas por SDS. Adaptado de [111]. 
 
Já depois de desnaturadas, as proteínas são colocadas num gel de poliacrilamida, 
para então poderem ser separadas de acordo com o seu tamanho. Para tal, preparou-se 
um gel de concentração de 3,5% e um gel de resolução de 12%. O gel de concentração 
tem concentração de poliacrilamida mais baixa do que o gel de corrida, logo os poros 
são mais largos, pH mais baixo e diferente conteúdo iónico. Isto permite que as 
proteínas se concentrem numa fina camada durante alguns minutos, antes de entrarem 
no gel de resolução, o que faz com que haja uma melhor resolução.  Para se determinar 
qual a quantidade ideal de proteína a ser colocada por poço, de forma a obterem-se 
bandas com uma boa resolução, adicionou-se diferentes quantidades, 2,5 μg, 5 μg, 7,7 
μg, 10 μg e 15 μg de proteínas totais de P. falciparum em cada poço. Para se determinar 
a massa molecular das proteínas presentes em cada banda utilizou-se 10 μL/poço do 
marcador de massa molecular HyperPAGE
®
. O gel foi corrido a 90 V durante 
aproximadamente 3 horas (Figura 9). Depois dos mini-géis terem sido retirados da 
cassete, foram corados com azul brilhante de Coomassie. 
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Figura 9: Esquema ilustrativo de electroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). (A) 
Cassete com o gel de poliacrilamida. (B) Ânodo. (C) Tina. (D) Tampão de corrida. (E) Cátodo. 
(F) Seringa. (G) Amostra. (H) Fonte de energia. (I) Gel com as bandas das proteínas separadas.  
Adaptado de [112]. 
 
3.9. Immunoblotting (Western Blotting) 
Western Blotting consiste num ensaio imunoenzimático, assim como o ELISA, 
apenas difere do mesmo a fase sólida em que é realizado bem como a sensibilidade. O 
Western Blot realiza-se sobre uma superfície de uma membrana (nitrocelulose ou 
PVDF) e o ELISA é feito em microplacas de poliestireno. É um método valioso na 
caracterização de fracções antigénicas imunodominantes e na identificação da 
reactividade específica de anticorpos detectados e é mais sensível que o ELISA. 
Após o SDS-PAGE, retirou-se o gel da cassete e o gel de concentração, e 
equilibrou-se o gel em tampão de transferência durante 20 min, para remover o excesso 
de SDS. Tanto a membrana, como filtros de papel utilizados na transferência foram 
equilibradas no tampão de transferência durante 10 min.  
As proteínas antigénicas foram transferidas para uma membrana PVDF, 
previamente activada, durante 5 segundos, em metanol. A membrana de nitrocelulose é 
a mais utilizada, contudo, é desvantajosa porque as proteínas não ficam covalentemente 
ligadas e é quebradiça quando seca. Por isso, neste trabalho utilizaram-se membranas 
PVDF que são vantajosas porque possuem grande capacidade de ligação da proteína e é 
quimicamente estável. Além disso, enquanto as membranas de nitrocelulose não podem 
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ser marcadas com azul brilhante Coomassie, as membranas PVDF são passíveis de tal 
coloração, permitindo assim a excisão de proteínas para sua identificação (Figura 10).  
 
Figura 10: Representação esquemática do Western Blotting e procedimentos de detecção. (A) 
Desenvolvimento de um SDS-PAGE. (B) Transferência do gel para a membrana. (C) Reacção 
do anticorpo primário com as proteínas presentes na membrana. (D) Reacção do conjugado anti-
IgG-HRP com o anticorpo primário. (E) Desenvolvimento de cor por parte da banda específica 
que contém o conjugado ligado ao complexo anticorpo-antigénio. Adaptado de [113]. 
 
A transferência da proteína do gel para a membrana normalmente é feita de três 
maneiras distintas: difusão simples, vácuo blotting, e electroblotting. Neste trabalho 
recorreu-se ao electroblotting num sistema semi-seco (Figura 11), a 15 V durante 15 
min. Este sistema de transferência, para além de ser mais económico porque permite 
poupar tampão, é mais eficaz porque permite fazer a transferência em alguns minutos.  
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Figura 11: Esquema de montagem do sistema de transferência húmido. Adaptado de [113].  
 
Após a transferência das proteínas do gel para a membrana, a membrana foi 
lavada por duas vezes com 15 ml de solução PBS durante 10 min cada. Esta lavagem 
permite remover o excesso de SDS que possa ter passado do gel para membrana. 
Seguiu-se o bloqueio da membrana com 15 ml de solução de bloqueio (BSA 3% m/v 
em tampão PBS) durante 1h à temperatura ambiente. Este passo permite minimizar as 
reacções inespecíficas que podem ocorrer na membrana. Para remover o excesso de 
BSA a membrana é lavada por três vezes, duas com 20 ml de solução PBS-Tween 
0,5%, durante 10 min cada, e uma com 15 ml de solução PBS, durante 10 min.   
A imunodetecção dos antigénios na membrana fez-se com as amostras de soro 
de pacientes que apresentaram maior reactividade por ELISA (n = 32). E como controlos 
negativos, utilizaram-se soros de pacientes que nunca estiveram em contacto com o 
parasita nem em zonas endémicas de malária. 
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Este método baseia-se na reacção do antigénio presente na membrana com 
anticorpos presentes no soro, à semelhança do método de ELISA. Seguiu-se a incubação 
da membrana com 10 mL de solução de anticorpo primário (1:1000 em solução de 
bloqueio) durante 1h à temperatura ambiente e com agitação orbital. Após o período de 
incubação com os anticorpos primários a membrana foi lavada por três vezes, duas 
vezes com 20 mL de solução PBS-Tween 0,5 %, durante 10 min cada, e uma vez com 
15 mL de solução PBS, durante 10 min. Esta lavagem permite remover o excesso de 
anticorpo primário que não ficou ligado ao antigénio presente na membrana. 
Para a detecção do complexo anticorpo-antigénio incubou-se a membrana com 8 
mL de solução de anticorpo secundário (anti-IgG-HRP; 1:6000 em solução de bloqueio) 
durante 1 h à temperatura ambiente e com agitação orbital. Após o período de 
incubação, lavou-se a membrana cinco vezes, com 20 ml de solução PBS-Tween 0,5 %, 
durante 10 min cada. Esta lavagem permite remover o excesso de conjugado (anti-IgG-
HRP) que não ficou ligado ao complexo anticorpo-antigénio.  
Para revelar a presença do conjugado incuba-se a membrana com 15 ml de 
solução de desenvolvimento (7,5 mg de diaminobenzidina em PBS com 0,02% de 
H2O2) à temperatura ambiente até o desenvolvimento de cor (2-10 min). Na presença de 
peróxido de hidrogénio a DAB (3,3'-Diaminobenzidina) é convertida pelo enzima HRP 
num produto insolúvel de cor castanha.  
A reacção foi parada com 20 ml de água destilada. Após a paragem da reacção a 
membrana foi seca e guardada.  
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4. Resultados e Discussão 
 
 O objectivo principal do trabalho é a análise serológica e imunoquímica de  
potenciais antigénios para a pesquisa de anticorpos anti-P. falciparum em soros de 
pacientes com malária importada. Para tal, começou-se pela discriminação da população 
negativa, positiva e indeterminada, através de um Kit comercial de ELISA anti-
Plasmodium sp. De seguida, seleccionaram-se alguns soros e pesquisou-se a presença 
de anticorpos do tipo IgG e IgM através de um ELISA anti-P. falciparum, optimizado e 
validado neste estudo. Os soros que apresentaram maior reactividade por ELISA anti-P. 
falciparum foram usados para a análise dos perfis de Western Blot, para identificação 
das proteínas imunogénicas predominantes. 
  
4.1. Caracterização dos soros por ELISA anti-Plasmodium sp. 
 Através do Kit comercial de ELISA discriminou-se a população positiva, 
negativa e indeterminada de soros de pacientes adultos com malária importada. Este 
teste detecta anticorpos do tipo IgG, IgM e IgA específicos para P. falciparum, P. vivax, 
P. ovale e P. malariae. 
  Foram analisados 336 soros de pacientes potencialmente expostos a Plasmodium 
sp. Como controlo negativo utilizou-se o grupo de 23 soros de portugueses saudáveis 
que nunca estiveram em zonas endémicas.  
A partir da análise dos resultados do ELISA comercial podemos discriminar a 
população negativa, positiva e indeterminada, como se pode observar na figura 12. 
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Figura 12: Resultados do ELISA comercial na pesquisa de anticorpos anti-Plasmosdium sp em 
soros de pacientes potencialmente expostos à malária. Positivos n=131; Negativos n=196; 
Indeterminados n=9; Grupo controlo n=23. 
 
Dos 336 soros analisados, 131 apresentaram anticorpos anti-Plasmodium sp, o 
que corresponde à população positiva, e 196 dos soros analisados indicaram ser 
negativos, o que corresponde à população negativa, que não tem anticorpos específicos 
anti-Plasmodium. A partir desta discriminação, seleccionaram-se alguns soros, 
pertencentes à população positiva e negativa para a pesquisa de anticorpos específicos 
do tipo IgG e IgM através do ELISA anti-P. falciparum. 
Uma das limitações do kit comercial de ELISA é só ter adsorvido à placa alguns 
antigénios recombinantes e não as proteínas totais de Plasmodium sp, o que limita a 
detecção de possíveis anticorpos existentes.  
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4.2. Caracterização e pesquisa de anticorpos IgG totais e IgM de soros de pacientes 
potencialmente expostos a P. falciparum por ELISA anti-P. falciparum. 
O ELISA é uma técnica bastante utilizada na caracterização e pesquisa serológica 
de anticorpos em soros de pacientes com malária [89,114,115], contudo a detecção 
específica de anticorpos não permite distinguir infecções passadas de infecções 
presentes [116]. 
Neste estudo, validou-se e optimizou-se um ELISA anti-P. falciparum para 
distinguir os soros mais reactivos no que diz respeito à presença de anticorpos 
específicos do tipo IgG e IgM anti-P. falciparum. 
Para tal, recorreu-se ao ELISA anti-P. falciparum que tem adsorvido à placa o 
extracto total de proteínas de P. falciparum sendo específico apenas para P. falciparum. 
Enquanto que o ELISA comercial tem adsorvido à placa apenas 4 antigénios 
recombinantes de P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae. 
 Para optimizar e validar o método de ELISA anti-P. falciparum, seleccionou-se 
227 soros, previamente analisados pelo kit de ELISA comercial. Os 227 soros 
seleccionados correspondem, na sua maioria, a soros de indivíduos adultos, 154 
masculinos e 73 femininos  (Tabela 1 do anexo). E, como controlo negativo, utilizaram-
se soros de indivíduos saudáveis de Portugal que nunca estiveram em zonas endémicas 
de malária (n=23).  
Inicialmente definiu-se qual a diluição a utilizar dos soros. Para tal, recorreu-se a 
um gráfico da absorvência em função da diluição, tanto para a detecção de anticorpos 
do tipo IgG como para anticorpos do tipo IgM. Através da análise desses gráficos, 
podemos concluir, para a pesquisa de anticorpos do tipo IgG, que a partir da diluição de 
1:40000 todos os soros negativos apresentam valores de absorvância constantes, como 
se observa na figura 13. E para a pesquisa de anticorpos do tipo IgM podemos concluir 
que a partir da diluição de 1:2000 todos os soros negativos apresentam valores de 
absorvância constantes, como se observa na figura 14. Por isso, todos os soros de 
pacientes potencialmente expostos a P. falciparum foram analisados, na pesquisa de 
anticorpos do tipo IgG, numa diluição de 1:40000 e na pesquisa de anticorpos do tipo 
IgM numa diluição de 1:2000. 
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Figura 13: Resultados do ELISA anti-P. falciparum para a pesquisa de anticorpos do tipo IgG 
em soros de pacientes que nunca estiveram expostos a P. falciparum. Diluição seriada a partir 
de uma primeira diluição de 1:10000 até uma diluição de 1:640000. 
 
 
Figure 14: Resultados do ELISA anti-P. falciparum para a pesquisa de anticorpos do tipo IgM 
em soros de pacientes que nunca estiveram expostos  a P. falciparum. Diluição seriada a partir 
de uma primeira diluição de 1:500 até uma diluição de 1:32000. 
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Para diferenciar os soros positivos dos soros negativos, definiu-se um ponto 
limite (cut-off) que permite distinguir esses dois grupos de soros. Para determinar o 
valor do cut-off utilizou-se o grupo controlo de 23 soros de indivíduos saudáveis de 
Portugal que nunca estiveram em zonas endémicas de malária. 
 O cut-off é dado pela soma da média dos valores de absorvância dos soros 
negativos com o desvio padrão (SD) a uma dada diluição. O peso que o desvio padrão 
pode ter no valor de cut-off depende da sensibilidade e da especificidade que esse valor 
de cut-off vai conferir ao método [117]. Por isso, neste trabalho, para a diluição de 
1:40000 e de 1:2000, para IgG e IgM respectivamente, o cut-off foi definido como 
sendo a soma da média dos valores de absorvância dos soros negativos com o dobro do 
desvio padrão (Cut-off = média + 2SD). Escolheu-se esta ponderação (2SD), porque 
com este valor de cut-off todos os soros negativos têm um valor de absorvância menor 
ou igual ao valor de cut-off para a diluição escolhida. 
 Com esse grupo de 23 soros de indivíduos que nunca estiveram expostos a P. 
falciparum, fez-se um pool que serviu para determinar o cut-off de cada placa numa 
diluição de 1:40000 para IgG e de 1:2000 para IgM. 
Na análise dos resultados utilizaram-se dois critérios: no primeiro critério são 
considerados positivos todos os soros que apresentam valores de absorvância superior 
ao valor de cut-off mais 10% do valor de cut-off (positivo ≥ cut-off + 10% cut-off) e no 
segundo critério são considerados como positivos todos os soros cuja razão entre o valor 
de absorvância/cut-off for superior a 1,1 (Figura 15 e 16). 
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Figura 15: Resultado do estudo da reactividade de soros de pacientes com malária importada 
através do ELISA anti-P. falciparum. Pesquisou-se anticorpos específicos do tipo IgG num total 
de 227 soros. Positivos n = 78, negativos n = 137 e indeterminados n = 12. 
 
 
Figura 16: Resultado do estudo da reactividade de soros de pacientes com malária importada 
através do ELISA anti-P. falciparum. Pesquisou-se anticorpos específicos do tipo IgM num total 
de 227 soros. Positivos n = 64, negativos n = 149 e indeterminados n = 14. 
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Para além do grupo dos positivos e do grupo dos negativos estabeleceu-se um 
outro grupo, o grupo dos indeterminados, que são todos os soros que apresentam um 
valor de absorvância no intervalo de cut-off ± 10% cut-off pelo critério 1 e 2. 
A análise dos resultados da pesquisa de IgG anti-P. falciparum pelo método de 
ELISA indirecto indica 78 soros positivos, 137 negativos e 12 indeterminados, pelos 
dois critérios. 
Neste estudo também se pesquisaram anticorpos do tipo IgM, tendo em conta 
que a resposta por parte deste tipo de anticorpos está associada com uma infecção 
recente ou presente e os soros serem de pacientes de fase aguda, portanto estão na fase 
inicial da infecção. Contudo, no presente estudo, os soros dos pacientes analisados 
apresentam, de forma geral, níveis superiores de IgG do que IgM. A análise dos 
resultados da pesquisa de IgM anti-P. falciparum pelo método de ELISA indirecto 
indica 64 soros positivos, 149 negativos e 14 indeterminados, pelos dois critérios. A 
baixa frequência de IgM nos soros pode ser devido ao tempo decorrido entre o início da 
sintomatologia e a recolha de sangue (>7 dias), os níveis de IgM já estarem a diminuir e 
os de IgG a aumentar [118]. 
O ELISA anti-P. falciparum validado e optimizado para este estudo mostrou-se 
eficaz, uma vez que, os resultados quando comparados com o ELISA comercial são, na 
sua maioria, concordantes (Tabela 1). 
 Cerca de 13% dos soros positivos para o ELISA comercial revelaram-se 
negativos para o ELISA anti-P. falciparum (Tabela 1). Este resultado deve-se ao facto 
do ELISA comercial detectar a presença de anticorpos específicos para outras espécies 
de Plasmodium sp.  
Tabela 1: Comparação do ELISA comercial e ELISA anti-P. falciparum. 
 ELISA Comercial 
Indeterminado + - 
ELISA anti-P. 
falciparum 
Indeterminado 2 4 11 
+ 3 66 28 
- 0 29 84 
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Cerca de 12% dos soros negativos para o ELISA comercial revelaram-se 
positivos para o ELISA anti-P. falciparum (Tabela 1). Este resultado deve-se ao facto do 
ELISA anti-P. falciparum utilizar adsorvido à placa o extracto total de P. falciparum, ao 
contrário do ELISA comercial que só tem adsorvido à placa 4 antigénios recombinantes 
de Plasmodium sp.  
Determinou-se o valor da especificidade e sensibilidade para o ELISA anti-P. 
falciparum, por comparação com o ELISA comercial, recorrendo à fórmula 1 e 2, 
respectivamente [119]. O valor de especificidade encontrado foi de 76% e de 
sensibilidade foi de 69%.  
Fórmulas: 
(1)    Especificidade =  
                   
                                     
 
(2)    Sensibilidade  
                   
                                     
 
 
A sensibilidade é definida pelo número de falsos negativos, ou seja, soros 
positivos pelo ELISA comercial e negativos pelo ELISA anti-P. falciparum. Por isso, 
este valor de sensibilidade está a ser subvalorizado pela presença de antigénios relativos 
a outras espécies de Plasmodium sp utilizados no ELISA comercial.  
A especificidade é definida pelo número de falsos positivos, ou seja, soros 
negativos pelo ELISA comercial e positivos pelo ELISA anti-P. falciparum. Este valor 
também está a ser subvalorizado pelo facto do ELISA anti-P. falciparum utilizar o 
extracto total, o que aumenta a probabilidade de haver soros que são positivos pelo 
ELISA anti-P. falciparum e negativos pelo ELISA comercial. 
 
4.3. Análise dos soros por Immunoblotting. 
Observou-se, através da electroforese em gel de poliacrilamida e posterior 
coloração com azul brilhante de Coomasie, que a quantidade ideal, para uma boa 
Resultados e Discussão 
 
46 
 
resolução das bandas, do extracto total de P. falciparum a colocar em cada poço é de 
10µg (Figura 17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17: Perfil electroforético do extracto total de P. falciparum (10µg/poço) num gel de 
poliacrilamida a 12% corado com Azul brilhante Coomasie. M – marcador de massa molecular 
HyperPAGE
®
. 
 
 Através do fraccionamento dos antigénios de P. falciparum por SDS-PAGE 
associado à técnica de Wersten Blotting identificaram-se componentes específicos do 
parasita que podem estar associados à fase aguda ou infecção recente, uma vez que os 
soros utilizados são de pacientes com malária importada de fase aguda. 
Estudos realizados com soros de pacientes expostos a P. falciparum, 
demonstraram a existência de antigénios solúveis circulantes com elevada 
especificidade e antigenicidade, com massa molecular de aproximadamente 33-35 kDa 
[120]. Os antigénios solúveis incluem uma grande variedade de antigénios, a maioria 
dos quais são provavelmente libertados, in vivo, na corrente sanguínea dos indivíduos 
em consequência da ruptura dos esquizontes e subsequente invasão dos merozoítos 
[120]. 
A proteína de superfície do merozoíto 1 (MSP1) é uma das mais abundantes 
proteínas imunogénicas expressas pelos parasitas na fase assexuada. No caso do P. 
falciparum, a MSP1 é uma glicoproteína com 200 kDa que quando processada 
                  M 
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apresenta um fragmento com 42 kDa (MSP42kDa), o qual é essencial no inicio da invasão 
dos eritrócitos pelos merozoítos [121]. Ainda antes da invasão, a partir MSP142kDa 
forma-se um fragmento a MSP133kDa que é reconhecido pelas células T [121].  
Num estudo realizado por Tajali Sahar e colaboradores [122], identificaram uma 
região de 40 kDa das proteínas homólogas reticulocíticas 2 (PfRH2) que é a molécula 
de adesão chave envolvida na invasão dos eritrócitos.  
Utilizaram-se os 32 soros mais reactivos resultantes do ELISA anti-P. 
falciparum, e a análise dos perfis de Immunoblotting demonstraram um padrão 
consistente no que diz respeito à imunoreactividade de antigénios com massas 
moleculares na faixa dos 30 a 60 kDa (Figura 18).  
 
 
Figura 18: Perfis de Western Blot dos soros mais reactivos pelo ELISA anti-P.falciparum. Cada 
tira tem 14 µg de P. falciparum. M - marcador de massa molecular Hyper PAGE 
®
; N - soros de 
controlo negativo.
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5.Conclusões e Perspectivas Futuras 
 
A investigação desenvolvida ao longo deste trabalho permite concluir que o 
ELISA anti-P. falciparum validado e optimizado, por comparação com o ELISA 
comercial, foi eficaz na identificação dos soros positivos, negativos e indeterminados, 
bem como na determinação de anticorpos do tipo IgG e IgM. Estes resultados poderiam 
ser melhorados através da comparação do ELISA anti-P. falciparum com um outro 
método serológico específico apenas para P. falciparum.  
Também se concluiu que os níveis de anticorpos do tipo IgG, nos soros de 
pacientes de fase aguda com malária importada, são mais elevados que os níveis de 
IgM. Informações adjacentes sobre os pacientes recrutados para este estudo, tais como, 
realização ou não de tratamento profilático, e qual; tempo o que decorreu desde os 
primeiros sintomas e a recolha de sangue para análise; e a análise dos soros a diferentes 
tempos, desde o início da infecção, seriam importantes para uma melhor caracterização 
da população em estudo. Este resultado está a ser complementado com a pesquisa de 
isotipos de anticorpos específicos anti-P. falciparum do tipo IgG2a, IgG3, IgG1 e IgG4 
(resultados não apresentados nesta tese).  
Pela análise dos perfis de Western Blot, dos soros mais reactivos pelo ELISA 
anti-P. falciparum, verifica-se que existe um padrão consistente no que diz respeito à 
imunoreactividade dos soros mais reactivos dos pacientes potencialmente expostos a P. 
falciparum com massas moleculares na faixa 30 a 60 kDa, correspondendo à 
imunogenicidade de alguns antigénios predominantes em extractos de proteínas totais 
dos parasitas. Este resultado está a ser complementado com a identificação dos 
antigénios por espectrofotometria de massa (resultados não apresentados nesta tese).  
Relativamente às proteínas imunogénicas identificadas, poderão vir a ser 
utilizadas como candidatas a vacinas, ou/e testes de diagnóstico serológico, para 
pacientes expostos a P. falciparum. 
Como conclusão final desta tese, reitera-se a importância das proteínas 
imunogénicas na resposta imune, por parte de indivíduos com malária importada, que 
continua a ser uma importante área de estudo no desenvolvimento de estratégias de 
prevenção e controlo da malária.  
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Table 1: Pacientes avaliados através do ELISA anti-P.falciparum.  
Paciente  Idade Sexo País 
1  25 F Angola 
2  25 F Angola 
3  55 M Guiné 
4  49 F Moçambique 
5  49 F Moçambique 
6  34 M Moçambique 
7  26 M Angola 
8  41 M  Angola 
9  56 M Angola 
10  56 M Angola 
11  42 M Angola 
12  56 M Guiné 
13  48 M Angola 
14  25 F Angola 
15  47 M Angola 
16  25 F Angola 
17  53 M Angola 
18  39 M Guiné 
19  26 M Angola 
20  52 M Angola 
21  54 M Angola 
22  31 M Angola 
23  23 F Angola 
24  34 F Angola 
25  40 M Angola 
26  37 M Índia 
27  54 F Angola 
28  26 M Angola 
29  30 F Angola 
30  53 M S. Tomé Principe 
31  39 M Angola 
32  50 M Guiné 
33  38 M Guiné 
34  59 M Angola 
35  21 F Gabão 
36  26 M Angola 
37  51 M Angola 
38  44 F Angola 
39  35 M Angola 
40  65 M Angola 
41  51 M Angola 
42  61 F Moçambique 
43  37 M S. Tomé Principe 
44  36 F Angola 
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45  69 M Angola 
46  48 M Angola 
47  31 F Angola 
48  37 M Guiné 
49  37 M Guiné 
50  37 M Angola 
51  54 F Moçambique 
52  32 M Angola 
53  29 F Angola 
54  49 M Angola 
55  50 F Moçambique 
56  36 M Angola 
57  51 M Guiné 
58  40 F Guiné 
59  43 M Angola 
60  34 M Angola 
61  28 F S. Tomé Principe 
62  50 M Angola 
63  42 M Moçambique 
64  24 M S. Tomé Principe 
65  9 M S. Tomé Principe 
66  29 F Angola 
67  10 M Angola 
68  36 M Angola 
69  60 M Moçambique 
70  42 F Angola 
71  32 M Angola 
72  39 M Guiné 
73  26 F Angola 
74  29 M Angola 
75  44 M Angola 
76  34 M Congo 
77  55 M Angola 
78  66 F Angola 
79  43 F Angola 
80  61 M Angola 
81  31 M Luanda 
82  52 M Moçambique 
83  6 F Angola 
84  57 M Guiné 
85  53 F Luanda 
86  50 M Angola 
87  44 M Angola 
88  61 M Angola 
89  48 M S. Tomé Principe 
90  61 M Angola 
91  33 F Angola 
92  54 F Angola 
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93  42 F S. Tomé Principe 
94  30 M Moçambique 
95  45 M S. Tomé Principe 
96  47 M Angola 
97  34 M Angola 
98  44 M S. Tomé Principe 
99  38 F S. Tomé Principe 
100  48 F Angola 
101  21 M Índia 
102  36 F Angola 
103  48 M Congo 
104  47 M Angola 
105  28 M S. Tomé Principe 
106  44 M Angola 
107  31 M Angola 
108  46 M Guiné 
109  39 M África 
110  28 F Angola 
111  49 M Angola 
112  47 M Moçambique 
113  58 M Angola 
114  46 M Angola 
115  50 M S. Tomé Principe 
116  63 M Angola 
117  67 M Guiné 
118  59 F Angola 
119  32 F S. Tomé Principe 
120  31 M Brasil 
121  29 F Angola 
122  41 M Angola 
123  48 M Guiné 
124  50 M S. Tomé Principe 
125  23 F Tanzania 
126  26 M Angola 
127  23 M Angola 
128  10 M Angola 
129  35 M Angola 
130  40 M Angola 
131  34 M Angola 
132  29 M Angola 
133  51 F S. Tomé Principe 
134  27 M Angola 
135  53 M Angola 
136  72 F Angola 
137  36 F Angola 
138  26 M Angola 
139  33 F Angola 
140  35 M Angola 
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141  43 F Guiné 
142  40 F Moçambique 
143  17 M Angola 
144  39 M Angola 
145  44 M Angola 
146  30 M Angola 
147  35 F Angola 
148  44 F Moçambique 
149  33 M Angola 
150  70 M Angola 
151  70 M Angola 
152  69 F Índia 
153  57 M Cabinda 
154  76 M Angola 
155  65 M Angola 
156  37 F Angola 
157  33 M Angola 
158  59 M Angola 
159  55 M Moçambique 
160  40 M Angola 
161  48 M Angola 
162  28 M Angola 
163  34 F Moçambique 
164  37 M Guiné 
165  55 F Angola 
166  33 M Angola 
167  35 M Moçambique 
168  57 M Angola 
169  33 M Angola 
170  53 M S. Tomé Principe 
171  37 M Angola 
172  30 M Angola 
173  63 M S. Tomé Principe 
174  27 M S. Tomé/Angola 
175  28 M Cabo Verde 
176  35 M Angola 
177  55 M Angola 
178  51 F Angola 
179  35 M Angola 
180  29 F Angola 
181  51 M Angola 
182  28 M Angola 
183  70 F Tailandia 
184  51 M Marrocos 
185  27 M Guiné 
186  35 M Angola 
187  35 F Angola 
188  75 F Angola 
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189  31 M Haiti 
190  41 F Angola 
191  34 M Moçambique 
192  30 F Guiné 
193  38 F Índia 
194  29 M Angola 
195  23 M África 
196  42 M Guiné 
197  27 F Luanda 
198  38 M Angola 
199  27 M S.Tomé/Angola 
200  51 F Angola 
201  38 F Angola 
202  27 M Madagascar 
203  30 M Angola 
204  40 M Angola 
205  62 F S.Tomé 
206  29 M Angola 
207  57 F Bissau 
208  43 M Angola 
209  53 M Angola 
210  57 M Angola 
211  29 F Angola 
212  57 M Angola 
213  40 F Angola 
214  29 F Angola 
215  20 F Angola 
216  53 M Brasil/Angola 
217  53 F Angola 
218  45 M Angola 
219  55 M Angola 
220  68 M Angola 
221  25 M Equador 
222  50 F Angola 
223  59 F Guiné 
224  53 F Angola 
225  36 M Haiti 
226  31 F Indonésia 
227  39 F Angola 
 
